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論文内容要旨
 マスト細胞は,生体内において皮下組織,気道,食道ならびに胃・腸管粘膜■卜'など外界と接す
 る部位に広範に分布し,生体内に侵入してきた異物の認識・排除に重要な役割を担っている細胞
 の一つである。マスト細胞は外界からの多様な刺激に応答するが,特に細胞表面上の高親和性
 IgEレセプターであるFcεRIの共架橋により活性化し,細胞内顆粒に貯留されているヒスタミ
 ン,セロトニンならびにプロテオグリカンなどの化学伝達物質を脱顆粒し,生体に即時型のアレ
 ルギー反応を誘発する。また,プロスタグランジンやロイコトリエンなどの脂質メディエーター
 や各種のサイトカインならびにケモカインを合成・分泌し,炎症反応を惹起することが知られて
 いる。
 アレルギー反応ならびに炎症反応は,マスト細胞のみならず好塩基球,好酸球ならびに2型ヘ
 ルパー丁細胞などの連関により起こるため,これらの反応におけるマスト細胞の役割を生体レ
 ベルで解析することは困難である。よってマスト細胞研究には,通常は初代培養マスト細胞
 (primarymastce11;PMC)が用いられる。PMCは骨髄細胞よりIL-3存在下で誘導可能であ
 り,盛んな分裂能を有し,細胞表面にマスト細胞の特徴であるFcεRIならびに。一畑の発現を認
 め,IgE刺激に対する脱顆粒応答など,生体内に存在するマスト細胞と同様の機能を有するが,
 継代を重ねる毎に分裂能や脱顆粒能を消失するため,長期培養は困難である。そこで本研究では,
 温度感受性SV40LargeT抗原トランスジェニック(tsSV40LT)C57BL/6マウスより,PMC
 の機能を保持し,IL-3存在下で半永久的に培養可能であるマスト細胞株(tsSV40LTderived
 mastcell;SVMC)の樹立を試みた。
 tsSV40LTマウスより骨髄細胞を回収し,IL-3存在下で5%CO2,33℃で4週間以上培養し,
 以降は5%CO2,37℃で通常のPMCと同様に継代・維持し,新規マスト細胞株SVMCを27
 クローン樹立した。そのうち増殖の良好で,フローサイトメトリー解析で単一な集団と認められ,
 かつIgE共架橋刺激による脱顆粒応答が顕著であった3クローンを選択し,以下の実験に供し
 た。これらのクローンは,PMCと同様の形態的・組織化学的性質,細胞表面マーカーの発現な
 らびにマスト細胞特異的プロテアーゼのmRNAの存在を認めた。また,37℃培養下ではPMC
 よりも早い増殖を示し,FcεRI共架橋刺激による脱顆粒応答および細胞内Ca2+濃度の上昇も亢
 進していた。
 一方,マスト細胞は,発現するプロテアーゼや細胞内顆粒貯留物の性状の違いにより,主に皮
 下組織や腹腔中に存在する結合組織型マスト細胞と,消化管粘膜中に存在する粘膜型マスト細胞
 に分類される。骨髄細胞よりIL-3存在下で誘導してきたPMCは,細胞内顆粒貯留物の性状か
 ら粘膜型マスト細胞に分類されるが,顆粒の貯留量が生体中のマスト細胞に比べて少なく,分化
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 初期に特有のプロテアーゼを発現することから,未熟型の粘膜型マスト細胞の表現型を示す。
 PMCを成長因子であるnervegrowむhfactor(NGF)およびstemcellfactor(SCF)存在下で
 培養することで,成熟型の結合組織型マスト細胞への分化・成熟が誘導されることが知られてい
 るが,従来のマスト細胞株には分化が誘導されたという報告はない。しかし,SVMCは従来の
 マスト細胞株と異なり,PMCと同様に未熟型の粘膜型マスト細胞から成熟型の結合組織型マス
 ト細胞への分化が認められた。
 以上の結果より,本研究で樹立されたSVMCは,マスト細胞の機能のみならず分化の研究に
 も有用である。
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 審査結果の要旨
 マウス骨髄細胞よりIL-3存在下で誘導した初代培養マスト細胞(primarymastcell;PMC)
 は,盛んな分裂能,細胞内顆粒の染色性,細胞表面マーカーの発現ならびにIgE共架橋刺激に
 対する脱顆粒応答など,生体内に存在するマスト細胞と同様の形態的・組織化学的性質を示すが,
 長期培養による維持は困難である。一方,従来用いられている株化マスト細胞は,継代・維持が
 容易であり,PMCと同様にIgE共架橋刺激に対する脱顆粒応答能を示すものもあるが,形態的・
 組織化学的性状が生体内に存在するマスト細胞とは異なるものが多い。そこで,PMCと同様の
 性質・機能を保持し,IL-3存在下で半永久的に培養可能なマスト細胞様はマスト細胞研究に有
 用であると考え,温度感受性SV40LargeT抗原トランスジェニック(tsSV40LT)C57BL/6
 マウスより新規マスト細胞株(tsSV40LTderivedmastcelllSVMC)の樹立を試みた。
 SVMCは,細胞内顆粒の染色性,細胞表面マーカーならびにマスト細胞特異的プロテアーゼ
 のmRNAの発現がPMCと同様に確認され,また,37℃培養下ではPMCよりも早い増殖を示
 し,IgE共架橋刺激による脱顆粒応答ならびに細胞内Ca2ト濃度の上昇はPMCよりも亢進して
 いた。更に成長因子であるnervegrowthfactor(NGF)ならびにstemcellfactor(SCF)を
 添加し培養することで,PMCと同様に粘膜型から結合組織型マスト細胞への分化が誘導された。
 従来のマスト細胞株には分化が誘導された報告はなく,SVMCはマスト細胞の機能のみならず
 分化の研究にも有用な細胞株であると思われた。
 以上より,本研究において申請者が作出した新規マスト細胞株SVMCは,PMCとほぼ同様
 の性状を保持したまま半永久的に培養可能という点で,これまでにない新たなマスト細胞株であ
 り,その研究内容は医学博士の学位に相当すると判断される。
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